Actomyosin-ATPase 活性並びに Superprecipitation と温度との関係(I) by 小関 章夫
木Li血晃新誌　　’1　（5！6），298～304　（1957）．
Actomyosin－ATPase活ii生並びにSuperprecipitation
　　　　　　　　と温度との関係（1）x
　　　　　　　　小　関　章　夫
札幌医科大学生理学教室　（指導　永井教授・宮崎教授）
The　Effec七〇f　Tempera七ure　on　Ac七〇myosin－ATPase
　　　　　Activity　and　Superprecipitation　（1）
　　　　　　　　　　　　　　　　　By
　　　　　　　　　　　　　　AKIo　KosEKI
　　　　DepaTtment　of　Physiotogy，　Sapporo　Medical　College
　　　　（Directed　by　Prof．　T．　NAaAi　＆　PTof・　E．　MJyAzAiu）
　　The　eff’ect’　of　temperature　on　actomyosin－ATPase　（AM－ATPase）　a6tivity　and　superprecipit’ation　（supe－
rpp’t）　was　investigated　in　detail．
　　The　results　are　as　follows：
　　1）　AM－ATPase　activity　increased，　forming　an　approximate　straight．　line　up　to　400C，　and　droped　some－
what　at　500C．
　　2）Superppt　occurred　from　O℃to　40℃，　appearing　strongeSt　at　15～20℃．1七was　further　noted　that
the　degrees　in　the　final　state　of　superppt　diff’er　with　various　temperatures．
　　3）Superppt　was　inhibited　from　20℃to　40℃，　with　the　rise　of七empera七ure，　in　spite　of　the　increases
of　ATPase　activity，　in　other　wordsj　there　was　a　discrepaney　between　superppt　and　ATPase　activity　with
regards　to　temperature．
　　4）The　above　mentioned　resul七s　are　in　approximate　accordance　with　Yutasaka　et　aL
　　5）　Based　on　the　degree　of　superppt　and　ATPase　activity　the　experiments，　in　respeet　to　the　heat
denaturation　of　AM，　in　higher　temperatvres　were　performed．　The　reversibility　of　AM　with　temperature
was　found　under　both　conditions　of　the　heat－treatment　for　15　minutes　at　40。d　and　for　1～3　minu七es　at　50℃．
　　Based　on　these　results，　the　mechanism　of　the　above　discrepancy　between　superppt　and　ATPase　ac七i－
vity　with　special　regards　to七empera七ure　was　discusSed．
　Actomyosin－ATP系において，収縮とATP分解とは
密接な関係をもつことが既に知られているが，温度と収縮
の関係につbては，glyCerQl筋についてのVargal）及び
Weber2）の威績があり，　Szent－Gy6rgyis）やWeberはこ
れ．を一つのよりどころとして筋収縮機講を論じている、永
井a）は多くの実験事実から，これ等を批判して異なる立場
を主張し，筋収縮は可逆的な平衡反応によらず，非可逆的
ix　ATP分解を伴なう収縮反応と，　ATP非特異的な弛緩反
応．間のsteady　sta七e　cycIeによるという見解にある。
　湯田坂5），永井等6）は，先に，actomyosin（以下AMと
記す）とATPの相互反応と温度の関係を重視し，　AM－
ATPaseとsuperprecipita七ion（以下superpptと記す）
とに対する温度の影響に関して報告し，両者の低温側にお
ける平．行性，高温側における非平行性を認め，この高温部
分の収縮抑制の原因に関して，単なる熱変性によるもので
ないことを指摘してWeberの説に反対し，永弁の見解に
基づいて，　高温におけるAMの解離を含む弛緩反応を考
えるべきだと主張した。この湯田坂等の成績は永井の説に
一つの裏付を与えるものであり，その頸：要性に鑑み，さら
にその実験条件及び成績を検討してみると，その存在を強
調するdiscrepancyが40。Cという当然酵素学的に変性の
影響が考えられる比較的高いところにあり，殊に低温にお
けるsuperpptの観察に関して，実瞼条件並び．に現象把握
の困難性から考えてなお再考すべき余地がある。例えば，
ee本研究費の一部は昭和31年度文部蜜科学研究費（永井）によった。ここに深甚なる謝意を表する。
　　なお本論交の要旨は第9回E［本生理学会北海道地方会（昭和31年12月15日）において発表した。
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superpptをATPase活性と同k叢7分値で比較しているが，
実際には低温では，反応は非常に長時間を要し，果して各
温度においてその平衡値とみなしうる値を比較していたか
どうかが問題になり，ある時点における反応のrateを見
ていた危険性がある。　また高温におけるAMの変性に関
しても一部報告があるが7），本実験と同条件において確め
る必要がある。かかる観点から著者は，湯田坂等と同様の
実験をsuperpptに最適な条件下で0～50℃に亘り，時聞
経過をも含めて，さらに詳細に検討した。
　　　　　　　　　　実験方法
A．実験材料
　1）myosin：Szent－Gyδrgy法s）によりi家一兎筋肉より
抽出し，0．6MKCI溶液として0。Cに保存し，使用時8
mg／ccに調整して用いた。
　2）　aetin二　Straub法9）により家兎筋肉より抽出し，
0．1MK：Cl溶液とし，0℃に保存し，使用時4mg／ccに調
整して用いた。
　3）ATP：Szent・Gy6rgy法8）により犬筋肉より抽出
し，Ba塩をK塩に置換したもので，6×10一3M　ATP水溶
液に．して0℃に保存した。
　4）buffer：Michaelis氏veronal－aeetate　buffer溶
液pH　7．0のものを用いた。なおbuffer中の規定のNaGl
は，溶液のion強度を低くするために．除いた。　pHは東亜
電波製H－M3型ガラス電極を用いて測定した。蛋白濃度
はmicro－K：jeldah1法によりfactor　6．25として測定した。
なお実験には全て再蒸溜水を用いた。
B。実験方法
　実験［1」各温度におけるAM－ATPase活性及びsuper－
　　　　　　PP七のtime　courSe
①　反応混液及び操作
　1）rnyosin　：終濃度1．6　mg／ccになるように加える
　2）　actin：終濃度0．4　mg／ccになるよう｝こカ「【え，る
　3）　ATP：　終濃度9×10－1腋に二なるように加える
　4）buffer＝0．5　ccを加える
　5）再蒸溜水＝反応混液全量2ccになるように加える
　6）　［KCI］：　O．155　M
　先ず超沈澱用平底試験管1‘1）に4＞，5）の順に加え，各温度
について、（0。，5’，10。，15。20。，30。，40。，500C，一部45℃）
工0分間温浴し，弐いでactinとmyosinを加えて心乱3
分後に同温度のATPを加え，反応を開始し，各温度にお
けるsuperpptの状態及び，　ATPase活性度を時間経過に
従って測定した。
（2＞AM－ATPase活性度の測定法
　各温度につぎ，10数本の試験管に一定の反応胆液を準備
し，・一一一定時間後，即ち，5，10，15，20，25，30秒，1，1．5，
2，3，7，10，15分，低温ではさらに30，60分，2時問後に，
5％　trichloroacetic　acidを2cc加え，反応を停止させ，
濾液について，その遊離PをFiske－Subbarow法によっ
て塁比せしめ，島津製分光光度計を用いて波長　700　m昂で
比色定量した。なおATPaSe活性度測定に当っては，反応
申，反応液を振蛋することなく，superppt観察と同様に，
plug形成のままの状態で反応を停止させた。
（3）Superpptの判定法
　各温度とも，ATPase活性度測定と同条件で，…突の方法
によりその程度をあらわした。
　（一）clearの状態に．止ま
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Surfaceるもの
　（士）aggregationの状
態に止まるもの
　〔十～i冊）　syneresisを起
し管壁より離れplugを形
成せるもので，さらにplug
の大ぎさにより，Fig．　i　a
に示したような判定基準に
従い，例えばiSodimensi
onalに収縮したplugの高
さが反応液の1／2にまでな
ったものを伽）とする。
　実験［II］
　　　　Plus’
Fig．　1，　a．　Measurement
　　base　of．superpreci－
　　pitation．
　　　　　高温におけるAMの熱変性
　実験「1］と同条件でAMの高温（300，40。，50℃）におけ
る熱変性について実験を行った。即ち，ATPを加える前
の反応混液をそれぞれ，30。，400，50℃VaL　preincubation
timeを変化させて前浴した後，10℃の恒温槽で短時間冷
却の後に20℃の’1亘温槽に移し，10分後にATPを加えて
反応時聞を5分として，ATPase活性度及び，　superppt
の状態を，高温に．前浴しなかった20℃ホ来のもの，及び
40。，50。Cで反応させたものを対照として比較し，その温
度に．よるAMの変化の可逆性を，　ATPase活性度，　super－
pptの両面より槻察した。
　　　　　　　　　　実験成績
実験［1］
　上記の方法で実験を行い，Fig．　1　｝z示すような成績を得
た。
　i）各温度におけるAM－ATPase活性度のtime　course
ATPase活性度は0～40℃まで各時点で温度の上昇ととも
に増加している。50℃では白く初期（10秒以内）において
は40℃の場合を上廻るが，その後は40℃を下廻る。即ち
実験に用いられた時間範囲では，各時点において40℃に
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Fig．　1．　tjme．．c．ourse　of　actomyosin－ATPase　and　superpreeipitation　at　varied　ternperatures．
　　　　　　　　Conditions　・
　　　　　　　　　　　KCI：　O．155　M
　　　　　　　　　　　Myosin：　1．6　mg／cc
　　　　　　　　　　　Actin：　O．4　mg／cc
　　　　　　　　　　　ATP：　9×10一・；M
　　　　　　　　　　　pH：　7．0　（veronl－acetate　buffer）
　　　　　　　　　　　Preineubation　time：　3X
A
ooc 50C
　　20　min．　after　reaction
lo”c　20”c　300c40r’c soac
B
ooc 50C
Photo．　1．
　　　　loec　200c　300c　400c　sooc　　　　　　　20　hours　after　reaetion
S．tat．e．　gf　superprecipitation　at　varied　temperatures．
Conditions
　　　KCI：　O．155　M
　　　Myosin：　1．6　mg／ec
　　　Actin：　O．4　mg／ce　’　　　ATP：　9×10－4M
　　　pH：　7．0　（veronal－aeetate　buffer）
　　Preincubation　time：　3！
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おける活性度が最も強い。
　ii）各温度におけるsuperpPtのtime　course
　Superpp七（aggregation，　syneresis）の開始時聞及び完了
時聞は，温度の上昇とともに短縮されている。即ち，Fig．1
に示すように高温側（20～40℃）では1分30秒以内でほぼ
最終状態を示し，低温側（0～15℃）では非常に遅れるが，
0℃でもsampleよつてCk　90分～3時間で典型的なplug
形成を認めた。plugの最終状態は各温度で差があり，そ
の収縮の程度は15～20℃が最も強く，それより低温側，
高温側になるに従い弱くなるが，0。，40℃でも典型的な
plugを認め，45℃以上では定型的なplug形成は認めら
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Fig．　Z．　Quantities　of　splitted　ATP　required
　　　for　starting　syneresis　at　varied　tem－
　　　peratures．
　e－e：　ln　the　absence　of　Mg”
　x一一一一一一一一”x　：　ln　the　presence　of　Mg”　（quoted
　　　　　　　　from　．the　data　in　next　papers
　　　　　　　　to　be　published　part　（III，），　（IV））
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Fig．　4．　Temperature　dependeney　of　actornyosin－
　　　ATPase　and　superpreeipitation．
　Condi七ions　are　same　as　in　Fig．1
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Fig．　3．　Temperature　dependency　of　aetom－
　　　　yosin－ATPase　and　superpreeipitation．
　Conditions　are　same　as　in　Fig．　I
　Time　3’
　　o：　ATPase
　　e：　Superppt．
れなかった。即ち，Photo．1（A，　B＞に示すとおりである。
　iii）各温度における．　AM・ATPase活性度とsuperppt
との関係
　低温側（0～150C）では，　syneresis開始時聞は温度の上
昇とともに短縮するが，syneresis開始時のATP分解量
は減少する。高温側（20～40。C）では，温度の上昇ととも
にsyneresis開始時問は短縮されるが，　syneresiS開始時の
ATP分解量は却って増加することが認められる（Fig．2＞。
　またFig．3，4に示したように，　ATPase活性度とsuper－
pptの度合とは，200Cまでは平行するが，それ以上では
非平行性が認めら．れた。
実験［II」AMの熱変性について
　実験［1］と同条件下でAMの高温におけるpreincuba一
0?
????????（、
??????』?」??、8?ｱ一＿＿1震、。，
　　　　　　　　　　　　　　’×50t
OI　3　ラ　　一己一　　　　　　　Preincubation　titne　（n；in，＞
Fig．　S．　The　heat　denaturation　of　actomyosin
　　　　in　the　process　of　preincubation．
　Conditions
　　KCI　：　O．155　M
　　Myosin：　1．6　mg／ce
　　Actin：　O．4　mg／cc
　　ATP：　9×10－4M
　　pH：　7．0　（veronal－acetate　bufferj
　　Time：　5！
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A
　200C　3i
（eontrol）
　A：　40　Oc
?5 7！ loi lst 30！ 60！　40℃
　　　（eontrol）
Preincuabtion　time
B
　　200C　IX　3！　5t　10！　15！　500C　（eontrol）　（eontrol）　B：　500C
Photo．　IL　The　heat　dena七ura七ion　of　actomyosin　in　the　process　of　preincuba七ion．
　　　　　　Conditions　are　same　as　in　Fig．　5
七ionの及ぼすATPase活性度とsuperpptへの影響をし
らべ，Fig5．　Photo．　II（A，　B）に示すような結果を得た。
即ち，ATPase活性度は300，40℃ではprdncubation　15
分で殆んど低下しておらず，500Cでは5分以上において，
時間とともに著明に低下を示した。なお400，50℃では，
1～3分で却って高まっている。
　Superpptに関しては300，40℃ではpreincubation
timeの増加とともにplug形成は次第に悪くなるが，　pre・
incuba七ion　timeの短いものほど20。C本来のものにより
近いplugを作り，ある程度の温度に対する可逆性を示し
た。50℃では1露ないし3分までは可逆性を認め，3分以
上では急激に悪くなり，5分では全く変性を思わしめる状
態を示した。
総括並びに考按
以上の成績を総括すると
1）ATPase活性度は40℃で最高値を示す
2）Superpptは15～20℃で最大収縮を示す
3）20℃以上においてATPase活性度と．superpptとの
閥にdiscrepancyがあった。
4）AMは温度による可逆性を示した
　以下少しく考按を試みよう。
　（1）A．TPase活性度は40℃までは温度の上昇とともに
増加し，500Cでやや低下を示し，　Fig．　2，3にみるように，
各温度閲の関係は時間経過によっても大差なく，湯田坂等
の威績と同一の傾向を示した。
　（2）Fig。2に示したように，　syneresis開始に要する
ATP分解量は15℃以下では温度の上昇とともに滅少し，
20。C以上では増加しているが，　これは次の如く考えられ
よう。従来ATPは条件によりcontracting　actionと
plasticizing　actionの二作用を表わすことが知られてお
り，永井ユ1）によればこれは多少とも同時に相伴なって起り，
条件によりその何れかが特に強く表われると考えられる。
またATPの吸着は温度に反埠例し，一方AMは温度によ
り分子間のゆるみを生ずる。即ち，（AM）n一・n（AM）が
温度に従って進行する。以上のことから15～20℃では，
syneresis閉始に必要な種々の条件がmildな状態にある
ために最少 ATP分解量で始まるが，それより低温側で
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は，ATP吸着が強いことによりplasticizing　actionが強
く作用しており，syneresis開始のためにはATP分解が
進行してATP濃度が滅少しなければならない。またATP
分解は低温ほど少ないから従って低温ほどsyneresis開始
に要するATP分解量が大になる。また高温側では，　ATP
吸着は低温と反対に少なく，ATPによるplasticizing　ac－
tionは作用が少ないが，上記の温度効果による一種の
plasticizing　actionが作用しているために，低温の馴合
と同様にsyneresis開始にはAM分子の配列が都合の悪
い状態にある。一方ATP分解は高温ほど促進さ・れる結果，
syneresis開始のためには高温ほど大なるATP分解を要
するものと考えられる。
　（3）Fig．5に示される如く，40。，50℃においてはi11－
cubation　time　1～3分の問で，20℃：本来のものより高い
ATPase活性度を示しているが，これはheatによるAM
の軽度の可逆的変性によって活性基SHが増加したためで
はないかと思われる。　このことに関しては，荒谷12）は蛋
蛋白変性に賦活的積極面のある点を看過出来ないと述べて
おり，またMirskゾ3）は蛋白変性に伴なうSH基の活性化
を報告していることと相通ずるものであろう。
　〈4＞Superpptは低温では非常壱こ遅V・が，　dear　phase，
aggregationを経てsyneresisを起した。湯田坂5），　Szent・
Gy6rgyilりはOoGではsuperpPtに特有なsyneresisが認
められぬと述べているが，著者は0℃で長時聞を要するが
syneresisを認めた。また40℃では湯田坂等のいうよう
に，aggregationの状F4Rではなく典型的なplug形成が認
められ，　またsyneresisのoptimumは15～200Cであっ
て，湯田坂等の30℃に比して，低温側にずれている。こ
れはSzent－Gydrgyiとほぼ同様である。また45℃以上で
は定型的なplug形成は認められず，　hea七による蛋白の擬
固を思わせる縮小を示し，・これは実験［II］より熱変性を
思わせる。
　以上の成績より先に述べた湯田坂等の測定時間に対して
考察すると，ATPase活性度については7分では各温度と
もほぼ平衡値に達しているとみなされる。これに反して，
superppt｝tついては，氏等の成績は高温では湯田坂の指
摘したように大体1分30秒位で最終状態に達しているが，
低温ではFig．1に示されるとおり明らかにsuperpptの
rateをみていたことになる。　しかし潔癖には，最終状態
においても各温度について明らかに差があり，例えばFig．
3，4でみるとおり各時点で比較してもその傾向に大差がな
い。従って湯田坂等の結論は薯者の成績と本質的に異なら
ないとみることが出来る。従って，ATPase活性度とsu－
perpptの度合とのdiscrepancyは，低温側へずれたが，
その存在は再確認されたわけである。以上の成績の差は，
sampleの違い，蛋白濃度・J　ion環境等によるのは勿論で
あるが，湯田坂等の実験条件は，superpptの観察に関し
て，葛西10）によれば至適条件とはいい難い。これに反し
て著者はSuperpptの至適条件を考慮した点において，著
者の成績に妥当性があると考えられる。
　⑤湯田坂等は緒論に述べたように，高温における，
ATPase活性度とsuperpptとの非平行性の原因に関して，
永井の見解に基づいて，AMの解離傾向によるものと解釈
し，Weberの説に反対して，単なる熱変性によるもので
ないことを強調したが，著者の実験［1］及び実験［II］に
よって明らかなよう，に，40℃でATPase活性度は最大を
示し，且つsuperpptはplug形成を認めた点，及び，温
度によるATPase活性及びsuperpptが少なくとも，40℃
15分，50℃1分ないし3分までは可逆性が認められた点
から考えて，単なる熱変性によるものでないことは明白で
あり，湯田坂等と同様に，Weberの説には賛成出来ない。
しかしながら，この高温における収縮抑制の機作について
不可逆的熱変性によるものでないことは実証されたが，湯
田坂等のいうように，AMの解離傾向を以てする説明には
著者の成績，即ち，前記40℃におい．てATPase活1生度が
最大値を示すことより一応疑点がある。この点に関しては
湯田坂もATPase活性の面で，もしAMが解離している
ならば，myo n－ATPaseのそれとなり，かかる高い値は
とり得なく，AM－ATPaseであろうことは認め，　AM的で
はあるが，しかも解離への過程にある状態のものと解釈し
た。この点について，現在の著者の成績からは，やはり高
温においてAM的であろうことは考えられるが，その状
態については同様に具体的には説明し難く，さらに今後の
研究によって明らかにして行きたいと考える。
　以上湯田坂の成績は一部訂正補足を要するが，本質的に
は著者の成績と同一傾向なることを認め，その再現性を確
めた。
摘 要
　Actomosin－ATPase活性並びにsuperprecipi七ationに
対する温度の影響を詳細に検討し，次の結果を得た。
　1）Actomyosin－ATPase活i生度は40℃まで温度とと
もにほぼ直線的に上昇し，50℃でやや低下を示した。
　2）Superprecipitationは0～40℃で起り得るが，15
～20℃に最も強くあらわれ，　各温度により最終状態に差
を認めた。
　3）　Actomyosin－ATPase活性度とsuperprecipitation
の度合には20℃以上で非平行性が認められた。
　4）以上の成績はほぼ湯田坂等の成績に一致する。
　5）Actomyosinの高温における熱変性に関する実験を
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行い，actomyosinの温度に対する40℃では15分まで，
50℃では1分ないし3分までの可逆性を認めるとともに，
上記高温部における非平行性の原因に関して考察を加えた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．5．1受付）
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